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Biopestiicide comprenant ime composition 
rictie en polysnlfures die dialyle 



10 



La presente invention est relative k des compositions k base de polysulfures de 
diaUyle, et de biopesticides comprenant ces compositions. L'invention est aussi relative 
a I'utilisation de biopesticides k base de ces compositions riches en polysulfures de 
diallyle pour leur activite insecticide efficace vis-a-vis d'un grand nombre d'insectes. 

L'invention est 6galement relative au proc6de d'obtention de ces 
compositions. 



Les composes secondaires des plantes sont r6putes depuis l'antiquit6 pour 
leurs propriet6s phaimacologiques et I'honmie s'interesse depuis des d6cenmes k leurs 

15 propri6t6s biologiques. 

Parmi ces plantes, Tail est I'une des plus 6tudi6es et des plus utiUsees pour ses 
diverses propri6t6s antibact6riennes, antimycotiques, mais egalement pour son action 
positive sur la diminution du cholesterol, I'inhibition de I'agregation plaquettaire ou 
ram6Uoration de 1' activity fibrinolytique (Monographie de I'ail, Commission E -1998). 

20 Cette diversity d'activit6s est directement li6e k la diversity des molecules 

souft^es (actitfs) qui sont obtenues lors de la constitution et la degradation de molecules 
pr6curseurs telles que le y-glutamyl-cysteine et I'alliine (molecules que I'on tirouve 
dans Tail). L' action antibacterienne observee est par exemple U6e k I'allicine issue de 
la transformation enzymatique (te I'alliine (Cavallito et al 1944). 

25 L'interet phytosanitaire des molecules soufrees et plus particuliferement celles 

de I'ail a Egalement 6t6 6tudi6e (Auger 2001). Des cas d'effets antiapp6tents et r6pulsifs 
ont 6t6 observes par exemple sur Epilachna varivestis oil des extiraits d'ail reduisent 
significativement le taux de ponte des femelles de psylle du poirier Cocopsylla pyricola 
(Weissling et al. 1997). 

30 De plus, divers ordres d'insectes sont sensibles aux effets insecticides des 

allium. C'est le cas de la mouche blanche des serres Bemisia argentifolii, dont les oeufs, 
les nymphes et les adultes sont sensibles k la pr6sence de divers extiraits d'ail (FUnt et 
al. 1995). 
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AuEcr et ses coUaborateurs ont montr6 que les insectes soumis ^ m.e 

calcul. des concentrations 16tales CL50 (--^^^"^^^^ I ^ol^cules 
pour laquelle 50 % des insectes sont tues apres 24 ^^^^^'^^IJ 

S pures pr^sentes dans 1' ail : le — ^^^f f ^^^^^^^ ^l.tt^yle (TiM2), 
(DMS2), le disulfure de dipropyle (DPS2). le ^f'^"^ ^ 
r allicine (TiA2) (Auger et al 2002, 2001 ; Hmgn^d ^'^'^^-^l^^^^^^ ^e 
fonction des insectes testes .ais aussi en '^^^^^'^^^^ ^^^^^ Pl- 
I'insecte (un adulte est gen6ralement plus sensible qu une larve, 

10 sensible que Y cjeuf) . 

T H«.vet EP 0 843 965 deciit une emulsion pesticide contenant un 6mulsifiant 
I^brevetEP0 843 963 ^ ^^^^^^^ ^^^^ 

6ventuellement associe a des ex^a^^ d- ai P . ^ 



15 



20 



25 



30 



6ventuellement associe a uc. . ^ ^ 

I'extraitd'ail est obtenu par une extraction a laiae a u 

go!!^ Moh.s et la composiaaa des uUU^ P- de^«- 

T , h^vet BP 0 945 066 dScrit une composition i vocation pesticide, 

d-ail connus (par Garlic Barrier. Orga„on.ex T^^^^.^^ ,,,3„„ 

,„.agent r6puisif o» con^ sinuate- de — - 
cotnmerciaUs. conmte insecticide. La -"^^^f 
difflcult^s analytiques etindustrieUes pour obtenu ^ * ^ 

pesticide sur le maich6 actuellement. 

La demanderesse a d«couv«t une composition chindqu. ^^^^ 

satisfaisante au stockage a temperature ambiante). 
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La demanderesse a ainsi mis au point des biopesticides comprenant une 
composition caract6ris6e par une teneur d6finie en polysulfures de diaUyle, qui 
constitue I'objet de 1' invention. 

5 

Un autre objet de I'invention est constitiie par I'utilisation de ces biopesticides 
pour lutter centre des ravageurs des denrees agricoles et alimentaires ainsi que les 

ravageurs des bois et textiles. 

Un autre objet de I'invention est constitu6 par 1' utilisation de ces biopesticides 
10 pour iutter conti» 1' infestation des humains et animaux par les insectes suceurs. 

Un autre objet de I'invention est constitu6 par le procdde de preparation d'une 
composition comportant ces caracteristiques. 

Un auti:e objet de I'invention est constitue par des compositions caract6ris6es 
par une teneur definie en polysulfures de diallyle et la presence de Y-glutamyl-S- 

15 allylcyst6ine. 

D'autres objets apparaitront k la lecture de la description et des exemples qui 

suivent. 

La presente invention a pour objet des biopesticides comprenant entire autres 
20 une composition caract^risee par le fait qu'elle contient du sulfure de diaUyle (DAS), 
du disulfuiB de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle (DAS3), du t6trasulfure de 
diallyle (DAS4) dont la somme en poids 6quivaut au moins k un milligramme par 

granune de composition. 

Par DAS, on entend sulfure de diallyle, par DAS2, on entend disulfiire de 
25 diallyle, par DAS3, on entend toisulfure de diallyle, par DAS4, on entend t^tirasulfure 
de diallyle. 

De preference, au moins 50 % des DASn sont constitu6s de DAS2 et DAS3. 
Par DASn, on entend des polysulfures de diallyle. 

Les biopesticides comprenant la composition selon I'invention peuvent 
30 comprendre un extirait d'ail. La composition comprise dans les biopesticides selon 
I'invention pent comprendre egalement du Gluacs (y-glutamyl-S-allylcysteine), de 

I'allicine ou de I'alliine 

La composition selon I'invention peut 8tre d6pourvue d'allicine et/ou d'alliine. 
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De pratonce, »« «ttait d'aU. les composes soofces ^J"""^^ 
Par composes sorfWs. on co.«.d polysulfures de diaUyle (DASn). pc^ysulte^ d^^ 
5 L^myMAMSn). polysaUurcs de dimd*yle O^MSn) don. le disalfare dc dunefty e 
^X) XsuliLI d'allyle propyle (APSn), po.ysuUnres d. '^'^f'^^^^ 
(MPSn), ilysolfures de apropyle (DPSn) don. le disnlfure de d.propyle (DPS2). . 
ttnosuffinate de dimSfliyte (TiM2) et alUcine CnA2). 

De prtKience. les DASn reprfsen^n. plus de 50 % des composis soufres de 

" invention . igalen^n. pour obje. une —don camc^ P=. 

le fai. qu'elle contien. d„ suttu« de diallyle (DAS), du disulto de d.aUyle (DAS2), du 

UuuL de diallyle (DAS3). du ...rasultee de diaUyle CDAS4) don. la somme cn 

poids dquivau, aa moins i un nulUgramme par gramme de c^i^non « du O^. 
15 cette compositton pent comprendreigalemen. del- alhcmeoude allune. 

La composition selon rtaventton peut tee d6pourvue d'amcine eUou d alhme. 

Le biopesticide selon rinventton peu. 6galement comprendre des adjuvant de 
formulation .els que des hmles, ^nnJsifian.s e. solvanu divers pouvant 
20 f«=ili»r l-application e. amfliorer lWficaci.6 du biopesticide par une me,lleuiea fc^tion 

SUT les feuilles. ,v i i^o 

Des exemples d'adjuvants sont les huiles v6g6tales, propylene glycol, les 

epaississants comme par example la maltodextrine. 

Des exemples d'^ul^ants compremient la lecithine ou les sucro-esters. Des 
25 exemples de solvant sont les alcools et notamment r6thanol. les c6tones et notamment 
la m6thyl 6thyl c6tone. les 6thers dont le diethyl6ther. 

L'invention a egaiement pour objet I'utilisation du biopesticide pour lutter 
oontre les ravageurs des denr6es agricoles et alimentaires. et les rava^urs d^>oxs e 
30 textiles. Ce biopesticide peut 6galement 6tre utiUs^ pour lutter contxe 1 mfestation des 
humainsetanimauxparlespouxouautresinsectessuceurs. 

Les compositions riches en DASn d^crites dans l'invention sont susceptrbles 
d'etre obtenues par le proc6d6 de preparation suivant qui permet la pr6paratxon s61ective 
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d'une composition renfermant du DAS, du DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la somme 
en poids equivaut au moins k un miUigramme par gramme de composition k partir d' ail. 

Les extraits d'ail utilises dans la composition selon T invention sont obtenus 
par une extraction aqueuse a partir d'aulx frais. 

5 

Le precede de preparation d'une telle composition consiste a 

• broyer k chaud les aulx frais, 

• r6cuperer les fractions volatiles, 

• presser le broyat en presence ou non d'eau k une temperature comprise entre 10 et 
10 60 °C, 

• filtrer le jus de V ail, 

• le concentrer sous vide a basse temperature (T < 60^C) jusqu*k obtenir une 
concentration adequate, generalement comprise entre 30 et 75 degres Brix. Le degre 
Brix dont la mesure est effectuee a Paide d'un refractometre, est le poids en gramme 

15 de matieres seches contenu dans 100 grammes de produit.. 

• r6cuperer les fractions volatiles et les r6introduire dans les extraits pour obtenir la 
composition qui fait Tobjet de la pr^sente invention. 

Dans certains cas, I'activite enzymatique de Tail (notamment celle liee k 
Talliinase) est inhibee par un traitement thermique adequat applique avant T extraction. 
20 Une acidification permet aussi d'inhiber I'activite enzymatique. II est egalement 
possible d'utiliser des sulfites pour eviter les phenomenes d'oxydation lors du broyage 
au cours du d^roulement du precede. 

Les differentes conditions d' extraction sont maitrisees afin d' obtenir des 
compositions k base d' extraits d'ail pr6sentant des profils en.compos6s soufr6s et des 
25 compositions chimiques differentes, notamment en Y-glutamyl-S-allylcyst6ine (Gluacs), 

en allicine (TiA2) et en polysulfures de diallyle (DASn): 

Des variantes dans le procede precedenament decrit de preparation de la 
composition selon 1' invention ont conduit a des compositions numerotees « extrait 00 » 
30 a « extrait 05 ». 

Les exemples suivants illustrent Tinvention sans la limiter aucunement. 
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Bxemple 1 : Compositions selon rinvention et molecules utilisees en 
comparaison 

Les produits commerciaux connus k base d'ail ne revendiquent pas de 
5 propri6t6s pesticides k proprement parler. lis sent vendus en tant qu' agent r6pulsif ou 
stimulateurs de croissance. Pamii ceux-ci, la demanderesse a retenu TOrganomex 
Gard-S, le Garlic Barrier et le Garvitan, Deux molecules de reference, le DAS2 
(Aldrich) et Tallicine (TiA2 purifie par Mr Auger, Universite de Tours) sont egalement 
utiUsees en comparaison. 

10 

La composition des extraits est determinee par HPLC sur une colonne 
SpherisoibODS2 (5/mi 4,6 x 250 mm) 6quipde d'une pre-colonne de 10 mm remplie de 
la mSme phase statioimaire. Le gradient d'61ution est d6tennin6 d'aprds les travaux de 
Knoblock et Lawson (Knobloch et col. (1990) Planta .med. 56, 202-211, Lawson et al 
15 (1991) Planta Med. 57, 363-370). 

Un chromiatogramme typique est pr6sente sur la figure jointe (figure 1) et la 
composition des differents extraits est synthetisee dans le tableau suivant, la 
composition des differentes molecules etant exprimee en mg/g d'extrait. 



Extrait 


Gluacs 


Alliine 


Allicine 


DAS 


DAS2 


DAS3 


DAS4 


DASn 


BctraitOO 


1.250 


7.550 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


BctraitOl 


6.854 


0 




0.741 


1.898 


6.033 


1.375 


10.047 


Extrait 02 


7.027 


0 


0.000 


0.957 


3.964 


10.178 


1.473 


16.572 


Extrait 03 


5.870 


0 


0.000 


0.024 


0.134 


0.781 


0.226 


1.165 


Extrait 04 


0.000 


0 


0.000 


0.902 


3.737 


9.595 


1.389 


15.622 


Extrait 05 


0.000 


0 


0.391 


0.009 


0.023 


0.073 


0.000 


0.105 


Garlic 
Bairier 


0.000 


0 


0.000 


0.003 


0.007 


0.010 


0.002 


0.022 


Organomex 
Gard-S 


4.501 


0 


0.000 


0.011 


0.025 

• 


0.202 


0.055 


0.293 


Garvitan 


0.000 


0 


0.146 


0.000 


0.000 


0.000 


0.000 


0.000 



20 DASn = somme des concentrations en PAS-I-DAS2+DAS3+DAS4] 
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Les produits du commerce sont, en fonction de la mol6cule soufr6e consid6r6e, 
entxe 2 et 1000 fois moins riches en composes soufres que les extraits 01 k 04 faisant 
I'objet de la prdsente demande. 

5 Exemple 2 : Activity pesticide en espace clos des extraits 01 a 04 

L'activite pesticide des extraits est mesuree en espace clos sur des insectes 
adultes. Chaque valeur repr^sente la moyenne de trois experiences faisant intervenir 
chacune 30 insectes representatifs de trois ordres d' insectes differents : 
10 - 16pidoptfere (La inite du vStement Tineola bissellieUa)^ 

' isopt^e (le termite de Saintonge Reticulitermermes scmtonensis) et 
- colSopt^re (la bruche du haricot Callosobruchus maculatus): 

La CL50 mesuree correspond k la concentration exprim^e en mg de produit / 
15 litre d'air pour laquelle 50% des insectes sont tues apres 24 h de traitement. 

Les r6sultats, represent6s sur Thistograname joint (figure 2), sont synthetises 
dans le tableau suivant : 



Extrait 


Mite 
CL50 (mg / 1) 


Termite 
CL50 (mg / 1) 


Bruche 
CL50 (mg / 1) 


Extxait 01 


1.62 


1.3 


24.96 


Extrait 02 


1.36 


1.83 


24.82 


Extrait 03 


2.43 


1.8 


25.96 


Extrait 04 


1.52 


2.12 


17.82 


Extrait OS 


13.20 


12.34 


NM 


Garlic Barrier 


67.4 


370.12 


242.82 


Organomex Gard-S 


50.65 


92.04 


NQ 


Garvitan 


23.32 


24.29 


NQ 


DAS2 


0.02 


NM 


0.5 


TiA2 


NM 


NM 


0.16 



NM = Non Mesur6 



20 NQ = Non Quantifiable du fait de T absence d* activity 
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Ainsi, les extraits d'ail 01 a 04 et les molecules de r6f6rence PAS2 et TiA2) 
testes montrent une activite insecticide, les molecules de reference presentant les 
efficacit6s les plus importantes. 

Les extraits d'ail selon 1' invention sont tres efficaces sur les trois sortes 
5 d'insectes testes avec des CL50 comprises entre 1.4 et 2,4 mg/L pour la mite, entre 1.3 
et 2.1 mg/L pour le termite, et entre 18.0 et 25.0 mg/L pour la bruche. Ces especes 
d'insectes sont representatives d'insectes nuisibles d'int6rdt 6conomique, le termite 
6tant prejudiciable au bois d'oeuvre, la bruche etant un ravageur des denrees stockees et 
la mite 6tant prejudiciable aux vStements et aux textiles. 
10 Les composes du conamerce testes. Garlic Barrier, Organomex Gard-S et 

Garvitan, montrent tous des activites tres nettement inferieures aux extraits faisant 
I'objet de la presente demande. Le Garlic Barrier, le seul efficace sur les 3 insectes 
testes, montre une efficacite entre 10 et 285 fois plus faible que les extraits 01 k 04. 

Les composes Organomex Gard S et Garvitan ne sont pas efficaces sur la 
15 bruche, ce qui pent etre explique par une plus grande resistance de ce coleoptfere aux 
traitements phytosanitaires en g6n6ral. 

Exemple 3 : Relations entre efficacit6 pesticide et composition chimique 

20 Les extraits riches en DASn ont montre une activite pesticide eleyee, 

beaucoup plus que Textrait contenant de Tallicine. Or, de nombreux articles montrent 
que I'allicine est le compost le plus toxique pour la plupart des insectes, et que la 
toxicity des molecules de la plus toxique vers la moins toxique est : TiA2 (allicine) > 
TiM2 (thiosulfinate de dimethyle) > DMS2 (disulfure de dim6thyle) > DAS2 > DPS2 

25 (disulfure de dipropyle) (Auger et Thibout, 2001 ; Auger et al., 2002 ; Auger et al., 
1999). II est g6neralement reconnu que les Ti (thiosulfinates) sont 10 k 100 fois plus 
toxiques que les DS (disulfures). 

Bien qu'il n'y ait que tres peu de travaux d^crivant Feffet pesticide des DASn, 
I'efficacite des extraits faisant Tobjet de la demande pent 6tre associee k leur richesse 

30 en D ASS, le DAS3 etant connu pour Stre plus toxique que le DAS2 (Nammour et al., 
1989). 

II est 6galement possible, dans une certaine mesure, de corr61er T activity 
biopesticide des extraits selon T invention k la teneur en DASn. Ainsi en partant de 
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I'activite du DAS2 de r6f6rence sur mite et bruche, on peut calculer Tactivite 
biopesticide theorique que Ton obtiendrait en assimilant la concentxation totale en 
DASn des extxaits k du DAS2. Ce test n'a pas 6te realise sur termite. 

Les activite du DAS2 sont de 0,02mg par litre et de 0,5 mg par litre pour 
5 obtenir la CL50 respectivement sur la mite et la bruche (voir tableau de I'exemple 2). 

L'extrait 01 par exemple contient 10,047 mg de DASn par gramme d*extrait (determine 
dans Texemple 1). Si on assimile cette quantite de DASn k du DAS2, alors il faudrait 
l,99mg d'extrait pour obtenir une CL50 identique k celle obtenue avec le DAS2 de 
r6f6rence. Or, les valeurs observ6es montrent que l,62mg d'extrait 01 par litre est 
10 suffisant pour atteindre la CLSO. 

Les autres valeurs du tableau sont calcul6es sur le mdme principe. 



Extrait 


Mite 
CLSO (mg/1) 
calculee 


Mite 
CLSO (mg/1) 
observe 


Bruche 
CLSO (mg/I) 
calcul6e 


Bruche 
CLSO (mg/1) 
observde 


Extrait 01 


1.99 


1.62 


49.77 


24.96 


Extxait 02 


1.21 


1.36 


30.17 


24.82 


Extrait 03 


17.17 


2.43 


429.18 


25.96 


Extrait 04 


1.28 


1.S2 


32.01 


17.82 


Garlic Barrier 


909 


67.4 


22757 


242.82 


Organomex 

Gard-S 


68 


S0.6S 


1706.5 


NQ 


DAS2 


0.02 


0.02 


0.5 


0.5 



En regie generale, on constate que T activite observee (inverse de la CLSO) est 
15 legerement plus forte que T activity calculee, ce qui confirme refficacit6 sup6rieure des 

DAS 3, voire DAS4, par rapport k celle du DAS2. Ceci est d'autant plus vrai que la 
teneur totale en DASn est faible comme dans le cas de l'extrait 03 par exemple. Une 
teneur elevee en DAS3 est done avantageuse au niveau de Tefficacit^ biopesticide de 
l'extrait selon Tinvention. 
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Les produits du march6 Garlic Barrier et Organomex Gard S renferment trop 
peu de DASn pour montrer une efficacit6 satisfaisante, et on constate meme un effet 
seuil puisque 1' Organomex n'agit pas sur la bruche quelque soit son dosage. 

Le Garvitan ou I'extrait 05, relativement riches en allicine, pr6sentent une 
activity faible. Le principal inconvenient de ce produit est la faible stability de T allicine 
k temperature ambiante (conditions de stockage commun6ment utilises en agriculture). 
Le foumisseur du Garvitan prteonise une conservation de cet extrait ^ + 4 °C avec une 
DLUO (date limite d* utilisation optimale) de 6 mois. 

En conclusion, les produits disponibles sur le march6 ne sent pas vendus en 
tant que pesticides. lis sont pauvres en alUcine et en DASn, et en tout cas, trop pauvres 
pour montrer une activite satisfaisante. 



15 



20 



Kxemple 4 : Activite pestidde sur al enrodes par pulverisation 

L'activit6 repulsive et letale de I'extrait 01 vis-a-vis des mouches blanches 
Tricdeurodes vaporarium (adultes foumies par la soci6t6 Biobest) est mesuree sur des 
plants de tomate de 15 cm de haut dans une tour de Potter en conditions contrSlees 
(temperature 21 °C, humidite relative 70 %). 

Les larves utilisees sont obtenues en installant des adultes sur des pieds de 

tomate non traites. 

Les moda]it6s test^ sont les suivantes : 



Modalit6 


Produit actif 




(L/ha) 


Contrdle (eau distillee) 


0 


Extrait d'aU 01 


2 


Extrait d' ail 01 


3 


Extrait d' ail 01 


4 


Reference toxique : Applaud 


0.3 


(produit commercial) 





25 



Chaque modalit6 comporte 4 r6p6titions comprenant 10 h. 25 adultes. 
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Les differents produits actifs sont dilu6s au demi dans un diluant ad6quat. 
L' applaud, pesticide de synthese commercialism par la society Calliope et utilis6 ici 
comme reference n'est pas dilu6 car deja pret a Temploi, Les tests de repulsions sont 
menes par pulverisation sur les feuilles avant introduction des adultes, les tests de 
5 mortalit^s sont men6s apres une seule pulv6risation sur les feuilles infestees par les 
aleurodes. 

Les etudes ont ete effectuees a I'aide d'un logiciel statistique — ITCF (Institut, 
Technique des Cereales et Fourrages de Paris). 

10 Les r6sultats de Tanalyse statistique mettent en evidence le fait que I'extrait 01 

a un effet r^pulsif sur les femelles ^ partir de la dose de 3 L/ha occasionnant vine 
reduction significative de la f6condit6 des femelles une semaine apres leur installation : 



Modality 


Nombre de femelles 


Fecondit6 


Groupes 




(somme des 


(nombre moyen 


homog^nes (test de 




differentes 


d'oeufs pondus / 


Newman-Keuls au 




r6p6titions) 


femelles) 


seuil de 5%) 


T6moin 


100 


22 


A 


B^trait 01 ^ 2 L/ha 


67 


15 


AB 


l^trait 01 k 3 L/ha 


190 


11 


BC 


Extrait 01 a 4 L/ha 


115 


6 


EC 


Applaud k 0.3 L/ha 


42 


14 


C 



15 

L' extrait 01, d^ la dose de 2 L/ha, a aussi un effet signifLcatif sur la mortalite 
des jeunes larves. A la dose de 4 L/ha, I'efficacit^ est identique a ceUe de 1' Applaud k 
0.3 L/ha : 

20 



ModaUte 


Mortalite mesur6e 


Mortalite 


Groupes homogenes 




(% de larves mortes 


transfonn6e 


(test de Newman- 




/ larves totales) 




Keuls au seuil de S 








%) 
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T6moin 


0 


0 


A 


Extrait 01 a 2 LTha 


26.6 


27.0 


B 


Extrait 01 a 3 L/ha 


55.6 


48.2 


BC 


Extrait 01 k 4 L/ha 


80.0 


67.2 


C 


Applaud k 0.3 L/ha 


78.4 


67.7 


C 



L' extrait 01 a un effet encore plus important sur les larves les plus ag6es 
(larves au stadie L3-L4). Des la plus faible dose (2 L/ha), les resultats obtenus mettent 
en Evidence une efficacite comparable, voire superieure a celle de la r6f erence : 

5 



Modalite 


Morta]it6 mesur6e 
(% de larves mortes 
/ larves totales) 


Mortality 
transform6e 


Groupes homog^nes 
(test de Newman- 
Keuls au seuil de 5 
%) 


T6moin 


0 


0 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


92.8 


73.8 


B 


Extrait 01 k 3 L/ha 


100 


90.0 


C 


Extrait 01 k 4 L/ha 


98.6 


85.4 


C 


Applaud k 0.3 L/ha 


93.6 ' 


75.7 


B 



L'analyse de la mortalite des jeunes larves (analyse sur 355 larves) a I'aide 
d*un logiciel d* analyse probit permet de d6temiiner une DL50 (dose occasionnant 50 % 
de mortalite) pour Textrait 01 de 2.64 LAia, avec une fourchette comprise entre 2.34 et 
10 2.87 L/ha. 

L'extrait 01 est done tres actif sur les larves d'aleurode pour lesquelles un effet 
dose a pu etre mis en evidence. Cet extrait est d' ailleurs plus efficace sur les larves 
agees que sur les jeunes, avec une efficacite comparable a celle de 1' Applaud des 2 
L/ha sur les larves igees et des 4 L/ha sur les larves jeunes. 

IS 

Exemple 5 : Activite pesticide sur pucerons 

La m§me 6tude que prec^demment est conduite aux memes dosages sur les 
pucerons des c6r6ales Rhopalosiphum padi sur des plants de ble de 15 cm de haut (15 
20 50 pucerons par modalit6 et par essai). 
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Le produit commercial de reference est le Decis CE, pesticide de synthese 
dose a 0.12 kg /ha. 



Modalitd 


Mortalit6 mesur6e 


Mortaht6 


Groupes homogenes 




(% de pucerons 


transfonnee 


(test de Newman- 




morts) 




Keuls au seuil de 5 








%) 


T6moin 


2.44 


7.25 


A 


Extrait 01 k2 L/ha 


4.34 


8.06 


A 


Extrait 01 k 3 L/ha 


4.34 


11.51 


A 


Extrait 01^4 ITha 


12.14 


20.96 


B 


Decis k 0.12 kg / ha 


92.18 


74.06 


C 



5 L* extrait 01 se montre actif contre les pucerons mais a des dosages beaucoup plus 

eleves que le produit de reference. 

Exemple 6 : Activite pesticide sur araignee rouge 

■ 

10 La meme etude que celle decrite dans I'exemple 4 est menee aux memes 

dosages sur 1' araignee rouge Panonychus ulmi ndse en test sur des feuilles de 
pommiers maintenues en survie sur du papier filtre avec une bande de coton sur le 
petiole. L'aire d' exposition aux produits de traitement est deUmitee sur les feuilles a 
Taide d'une barriere de glue. 

15 Le produit de traitement de r6f6rence est le Kelthane, pesticide de synthese, au 

dosage de 1 L/ha. 



Test sur des adultes : 



Modalit6 


Mortality sur acariens adultes 
(% de pucerons morts) 


Groupes homogdnes (test de 
Newman-Keuls au seuil de 5%) 


T6moin 


38 


A 


Extrait 01 k 2 L/ha 


100 


B 


Extrait 01 k 3 L/ha 


100 


B 


Extrait 01^4 L/ha 


100 


B 


Kelthane k 1 L/ha 


100 


B 
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N.B- il n'est pas tenu compte des acariens englu6s dans la mortality. 

L'extrait d'ail a un effet txes positif sur la mortalite des acariens adultes, et 
cela des le plus faible dosage : 

5 

Test sur des larves : _^ 



Modalit6 


M!ortalit6 de larves 
jeunes 
(% de pucerons morts) 


Mortality 
transfoimee 


Groupes homogenes 
(test de Newman-Keuls 
au seuil de 5 %) 


T6moin 


0 


34.97 


A 


Extrait 01 k 2 L/ha 


100 


90 


B 


Bxtrait 01 k 3 L/ha 


100 


90 


B 


^ctrait 01 k 4 L/ha 


100 


90 


B 


Kelthane a 1 L/ha 


100 


90 


B 



L'extrait 01 a aussi un effet tres important sur la mortalite de larves jeunes des 
le plus faible dosage : 

Ainsi, Textrait 01 selon Tinvention pr^sente un effet tres significatif sur la 
10 mortality, aussi bien sur les adultes que sur les larves de Taraignee rouge. 



n est ainsi montxe dans ces differents tests (exemple 4, 5 et 6) que l'extrait d'ail 
aux doses test6es est aussi efficace que les produits de synthese qui sont les r6f6rences 
du march6. 

15 

Exemple 7 : activite pediculicide sur les insectes suceurs 

L'activite anti-poux de l'extrait d'ail 02 est mesuree in vitro, Les poux utilises 
sont les poux Pediculus humanus hwnanus eleves en laboratoire et gorges de sang 
20 (elevage maintenu sur des lapins). 

Les poux sont iimnerg6s par lots de 5 individus dans 300 jiiL d'eau distill6e 
(t6moin) ou dans 300 fiL de l'extrait d'ail dilu6 k 50 % P/P avec de Teau (pour 6viter 
d' avoir une texture coUante) dans des tubes Eppendorf. Apres une agitation naanuelle 
de 5 secondes, le contenu de chaque tube est verse sur une rondelle de papier filtre de 5 
25 cm de diametre tapissant le fond d'une boite de Petri. La boite est fermee et conservee a 
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temperature atnbiante. II est not6, pour chaque boJte, le nombre de poux vivants ou 
morts en fonction du temps. 

Les poux sont fractionnes en lots et chaque experience est menee sur 5 poux. 
L' experience est repetee 10 fois pour realiser la mesure sur un total de 50 poux pour 
5 chaque condition. Les resultats sont les suivants : 



Heures 


Pourcentage de poux morts en fonction du temps 


T6moin 


Extrait 02 dilue k 50 % rai poids 


0 


0 


0 


1 


0 


12.0 


2 


0 


12.0 


3 


0 


12.0 


4 


0 


16.0 


5 


0 


18.0 


6 


0 


18.0 


7 


0 


18.0 


8 


0 


20.0 


9 


0 


24.0 


10 


3.0 


38.0 


24 


7.0 


74.0 



L'extrait 02 montre une activite pediculicide reelle, meme si le temps de 
contact n^cessaire entre poux et extrait est assez long. 

10 

Exemple 8 : Formulation d'un biopesticide selon I'invention pour lutter contre 
les coleopteres 

15 Les pourcentages des differents composes sont en poids : 

- 50 % d^extrait d'ail contenant 0.7 mg de DAS / g tfextrait ;1.8 mg de DAS2 / g 
d'extrait ; 5 mg de DAS3 / g d'extrait et 1,3 mg de DAS4 / g d'extrait. 

- 45 % d'huile de toumesol 

- 5 % de lecithine de toumesol 
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Cette formulation de biopesticide destinee k iutter contre les coleopteres est 
utilisee sous serre ou en plein chanap a raison de 20 kilogrammes de composition 
pulverisee par hectare apres dilation dans de Teau. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation comme biopesticide d'une composition comprenant du 
sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle 
(DAS3), du tetrasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en poids est au moins 

5 de un milligratnme par gramme de composition. 

2. Utilisation scion la levendication 1 pour lutter contre les ravageurs des 
denrees agricoles et alimentaiies, et les ravageurs des bois et textiles. 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour lutter contre Tinfestation des 
humains et animaux par les poux ou autres insectes suceurs. 

10 4. Biopesticide comprenant une composition caracteris6e par le fait 

qu'elle renferaie du sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du 
trisulfure de diallyle (DAS3), du t6trasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en 
poids est au moins de un milligramme par gramme de composition et des 
adjuvants de fomiulation. 

15 5. Biopesticide selon la revendication 4, caracterisee par le fait qu'au 

moins 50 % des polysulfures de diallyle (DASn) sont constitues de DAS2 et 
DAS3. 

6. Biopesticide selon Tune des revendications 4 ou S, caracterisee par le 
fait qu'elle comprend un extrait d'ail. 

20 7. Procede de preparation d'une composition renfermant du DAS, du 

DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la sonmie en poids est au moins de un 
milligramme par gramme de composition comprenant les etapes de broyage h, 
chaud de Tail et la recuperation subsequent des fractions volatiles, puis une etape 
de pressage de Tail suivie d'une etape de filtration de Tail pressee puis une etape 

25 de concentration sous vide et la recuperation subs6quente des fractions volatiles. 

8. Proc6d6 selon la revendication 7, comprenant une etape d'inhibition de 
I'activite enzymatique de Tail par un traitement thermique adequat appliqu6 avant 
r extraction. 

9. Procede selon la revendication 7, comprenant une etape d' inhibition de 
30 Tactivite enzymatique de Tail par une acidification adequate. 

10. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 7 a 9, comprenant 
une etape d' utilisation de sulfites pour eviter les phenomenes d'oxydation. 
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11. Composition renfennant du DAS, du DAS2, du DAS3, du DAS4 dont 
la sorame en poids est au moins de un milligramme par gramme de composition et 
du gamma-glutamyl-S-allylcysteine (Gluacs) caract6ris6e par le fait qu*elle est 
susceptible d'Stre obtenue par le proced6 tel que defini dans Tune quelconque des 

5 levendications 7 k 10. 

12. Composition caract6ris6e par le fait qu'elle renferme du sulfure de 
diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle (DAS3), 
du tetrasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en poids est au moins de un 
milligramme par gramme de composition et qu*elle contient du Gluacs. 

10 13. Composition selon la revendication 12, caracterisee par le fait qu'au 

moins 50 % des polysulfures de diallyle (DASn) sont constitues de .DAS2 et 
DAS3. 

14. Composition selon Time des revendications 12 ou 13, caracterisee par 
le fait qu'elle comprend un extrait d'ail. 

15 15. Composition selon la revendication 14, caracterisee par le fait que les 

composes soufres constitu6s de polysulfures de diallyle (DASn), polysulfures 
d'allyle methyle (AMSn), polysulfures de dimethyle (DMSn), polysulfures d'allyle 
propyle (APSn), polysulfures de methyle propyle (MPSn), polysulfures de 
dipropyle (DPSn), thiosulfinate de dimethyle (TiM2), allicine (TiA2) sont 

20 majoritaires dans I'extrait d'ail. 

16. Composition selon la revendication 14, caract6ris6e par le fait que les 
composes soufres constitues de polysulfures de diallyle (DASn), disulfure de 
dimethyle (DMS2), disulfure de dipropyle (DPS2), thiosulfinate de dimetiiyle 
(TiM2), allicine (TiA2) sont majoritaires dans I'extrait d'ail. 

25 17. Composition selon la revendication 14, caracterisee par le fait que les 

DASn repr6sentent plus de 50 % des composes soufres de T extrait d'ail. 

18. Composition selon la revendication 14, caracterisee par le fait qu'elle 
contient de 1' allicine. 

19. Composition selon la revendication 14, caract6ris6e par le fait qu'elle 
30 contient de 1 ' alliine. 



